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VECTEUR NUCLEOTIDIQUE, COMPOSITION LE CONTENANT ET 
VACCIN POUR L 1 IMMUNISATION A L 1 ENCONTRE D'UNE 
HEPATITE. 

La presente demande a pour objet un vecteur 
5 pour 1 ■ immunisation a l'encontre d'une hepatite, 

Elle est en outre relative a une composition 

contenant ce vecteur . 

L' immunisation par injection d'ADN nu dans les' 
tissus musculaires a fait l 1 objet de plusieurs travaux 
10 depuis le debut des annees 1990. 

Ainsi, ULMER et al . ( Science, 259, 1745-1749, 
199 3) ont obtenu une protection a l'encontre du virus 
Influenza par induction des lymphocytes T cytotoxiques 
en injectant dans des quadriceps de souris un plasmide 
15 codant pour la nucleoproteine Influenza A. Le plasmide 
utilise porte soit le promoteur du virus du sarcome de 
Rous soit le promoteur du cytomegalo virus- 

RAZ et al- ( Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 90, 
4523-4527, 1993) ont injecte des vecteurs comprenant 
2 0 le promoteur du virus du sarcome de Rous et un gene 
codant pour 1 1 interleukine-2 , 1 ' interleukine-4 ou le 
facteur de croissance transformant de type /31 (TGF-/31 ) . 
Les reponses immunitaires humorale et cellulaire, des 
souris auxquelles ont ete administres par voie 
25 intramusculaire ces plasmides, sont ameliorees. 

WANG et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
90,4156-4160, 1993), ont injecte dans les muscles de 
souris un plasmide portant un gene codant pour la 
proteine d*enveloppe du virus HIV-1. L 1 injection des 
30 plasmides a ete precedee par un traitement par de la 
bupivacaine au meme endroit dans le muscle. Les 
auteurs mettent en evidence la presence d'anticorps 
capables de neutraliser 1' infection par le virus HIV- 
1. On remarquera neanmoins que l'ADN a ete injecte 
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deux fois par semaine pour un nombre total de quatre 
in j ections . 

DAVIS et al . ( Compte-Rendu du 2 8eme Congres 
Europeen sur le muscle, Bielefeld, Allemagne, 21-25 
5 Septembre 1992) ont injecte des plasmides portant un 
gene codant pour la luciferase ou la j3-galactosidase 
en pretraitant les muscles par du sucrose ou une 
cardiotoxine . Les auteurs observent l 1 expression de la 
luciferase ou de la /3-galactosidase . 

10 Plus recemment, un article paru dans Science et 

Avenir (Septembre 1993, pages 22-25) indique que 
WHALEN et DAVIS ont reussi a immuniser des souris 
contre le virus de 1' hepatite B en leur injectant de 
1 1 ADN pur du virus dans les muscles. Une injection 

15 prealable de toxine de venin de serpent suivie de 
l 1 injection d 1 ADN 5 a 10 jours plus tard est citee de 
maniere generale. II est precise que cette methode 
n'est pas pratique. 

Ces travaux avaient ete precedes par d 1 autres 

20 experimentations dans lesquelles differents ADN 
avaient ete injectes, en particulier dans des tissus 
musculaires. Ainsi, la demande PCT/US 90/01 515 
(publiee sous le n° WO-90/11 092) divulgue diverses 
constructions plasmidiques pouvant etre injectees, en 

25 particulier dans des tissus musculaires pour le 
traitement de la dystrophie musculaire. Neanmoins, ce 
document precise que 1 1 ADN est pref erentiellement 
injecte dans des liposomes. 

II en est de meme du . brevet canadien CA 362 .966 

30 (publie sous le n° 1.169.793) qui decrit l'injection 
intramusculaire de liposomes contenant de 1 1 ADN codant 
en particulier pour les antigenes HBs et HBc . Les 
resultats decrits dans ce brevet mentionnent 
1' expression d f antigenes HBs. La presence d'anticorps 
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anti-HBs n f a pas ete recherchee. 

La demande Internationale PCT/FR 92/00 898 
(publiee sous le n° WO-93/06 223) decrit des vecteurs 
viraux pouvant etre achemines par la voie sanguine 
5 jusqu'a des cellules cibles. Ces vecteurs sont ainsi 
reconnus par les recepteurs de cellules, telles que 
des cellules musculaires et peuvent etre employes dans 
le traitement de la dystrophic musculaire ou de la 
thrombose . 

10 Cette demande ne concerne pas 1 1 immunisation a 

l'encontre de virus tels que par exemple celui de 

l f hepatite B. 

II ressort done de 1 ' etat de la technique cite 

que, si 1 1 on connaissait deja des techniques 
15 d' immunisation a l'encontre de 1' hepatite par 

injection d 1 ADN nu, celles-ci presentaient un grand 

nombre d'inconvenients ne les rendant pas pratiques a 

mettre en oeuvre. 

D ' autre part, 1 ' ADN nu utilise pour vacciner 
2 0 des souris etait l'ADN pur du virus. Ce type de 

traitement n'est pas envisageable pour la vaccination 

humaine, du fait des risques qu'il fait courir aux 

patients . 

Enfin, les experimentations plus anciennes dans 
25 lesquelles l'ADN injecte est contenu dans des 
liposomes n'ont pas demontre de reponse immunitaire. 

Le demandeur s'est done attache a trouver de 
nouvelles constructions de vecteurs permettant 
d'immuniser a l'encontre de 1" hepatite tout en n'ayant 
30 pas de consequences negatives pour la sante humaine. 

II s'est d' autre part attache a trouver un 
additif a des compositions contenant ces constructions 
permettant une degenerescence efficace du tissu 
musculaire avant 1' injection de l'ADN, et compatible 
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avec les imperatifs de la sante humaine. 

Le demandeur a montre de maniere surprenante 
que 1 1 on pouvait obtenir un niveau d'anticorps 
efficace et durable largement superieur au niveau 
5 permettant d' obtenir chez l'homme une protection 
immunitaire efficace et durable a 1 1 encontre de 
1 1 infection par le virus de 1' hepatite en administrant 
par injection intramusculaire un vecteur ayant une 
construction definie, et une substance capable 
10 d'induire une necrose coagulatrice des fibres 
musculaires . 

La presente demande a done pour objet un 
vecteur nucleotidique comprenant au moins : 

- un gene ou un ADN complementaire codant pour 
15 au moins une partie d 1 une proteine de virus, et 

- un promoteur permettant 1" expression de ce 
gene dans des cellules musculaires. 

Ledit vecteur peut ne pas se repliquer dans ces 
cellules . 

20 II peut aussi etre replicatif ce qui permet 

d* obtenir un nombre eleve de copies par cellule et 

d'ameliorer la reponse immunitaire. 

Le vecteur est en outre choisi afin d'eviter 

son integration au sein de 1 1 ADN cellulaire, de telles 
25 integrations etant connues pour activer les oncogenes 

et induire la cancerisation des cellules. 

Le vecteur selon la presente invention est 

avantageusement un plasmide en partie d' origine 

bacterienne et portant notamment une origine de 
30 replication bacterienne et un gene permettant sa 

selection, tel qu'un gene de resistance a un 

antibiotique . 

Ce vecteur peut etre aussi pourvu d'une origine 

de replication lui permettant de se repliquer dans les 
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cellules musculaires de son hote, telle qu'une origine 
de replication du virus du papillome bovin. 

Le gene ou l'ADN complementaire compris dans ce 
vecteur code avantageusement pour une proteine de 
5 structure d'un virus mais il peut aussi coder pour une 
proteine regulatrice • 

Le gene ou l'ADN complementaire porte par ce 
vecteur peut coder pour au moins une partie d'une 
proteine du virus d'une hepatite en particulier de 
10 1' hepatite B et pref erentiellement la proteine HBs , 
sous l'une de ses formes S, S-preS2 ou S-preS2-preSl , 
auquel cas le gene est le gene S. 

Le virus peut aussi etre responsable d'une 
autre hepatite telle qu'une hepatite A ou qu'une 
15 hepatite non-A, non-B, telle qu'une hepatite C, E ou 
delta . 

Les sequences des genes ou des proteines des 
virus de ces hepatites sont decrites ou peuvent etre 
deduites des documents suivants : 
20 brevet FR-79 21 811, brevet FR 80.09.039, 

brevet EP-81 . 400 . 634 , brevet FR 84.03.564, 
brevet EP 91.830.479 et article de Najarian et 
al. ( Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 82, 
2627-2631) . 

25 Le vecteur peut aussi comprendre des genes 

codant au moins en partie pour la proteine gpl60 du 
virus HIV1 associee a la proteine p25, et/ou a la 
proteine p55, et/ou a la proteine pl8 ou au moins un 
gene codant pour la proteine Rev du virus HIV1. 

30 Le vecteur peut aussi comprendre au lieu d'une 

proteine d'un virus, une proteine d'un microorganisme 
pathogene tel qu'une proteine de la bacterie 
responsable de la diphterie, de la coqueluche, d'une 
listeriose , la toxine du tetanos etc... 
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Le promoteur porte par ce vecteur est 
avantageusement le promoteur du cytomegalovirus (CMV) . 
II peut neanmoins etre tout autre promoteur permettant 
une expression efficace du gene dans les cellules 
5 musculaires. 

II peut ainsi etre : 

- un promoteur interne ou endogene, c'est-a- 
dire un promoteur du virus dont est issu le gene; un 
tel promoteur peut etre complete par un element 

10 regulateur du muscle ou d'un autre tissu, en 
particulier un element activateur, 

- un promoteur d'un gene d'une proteine du 
cytosquelette , en particulier de la desmine tel que 
decrit par BOLMONT et al . (Journal of submicroscopic 

15 cytology and pathology, 1990, 22, 117-122) et ZHENLIN 
et al. (Gene, 1989, 78, 243-254). 

- le promoteur des genes de surface du virus 

HBV. 

De maniere generale , le promoteur peut etre 
20 heterologue a l'hote, c f est-a-dire qu'il n'est pas 
trouve chez 1 1 hote de maniere naturelle, mais il est 
avantageusement homologue, tout en etant actif a 
I'origine dans un tissu autre que le tissu musculaire. 

Outre le promoteur, le vecteur peut comprendre 
25 une sequence de terminaison de la transcription, 
situee en aval du gene. 

Un tel vecteur peut etre le plasmide pCMV/HBS, 
ou pRCCMV-HBS, ayant la sequence SEQ ID N°l^ depose 
sous le N° 1-1370 aupres de la Collection Nationale de 
30 Cultures des Microorganismes de l'Institut Pasteur ( 
CNCM) le 21 Octobre 1993. 

II peut aussi etre le plasmide pRSV/HBS depose 
sous le n° 1-1371 aupres de la CNCM le 21 Octobre 
1993 . . 
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Ce plasmide est de structure similaire au 
pCMV/HBS mais comprend le promoteur du virus du 
Sarcome de Rous (RSV) au lieu du promoteur du 
cytomegalovirus (CMV) . 
5 D'autres plasmides peuvent etre : 

- le pCMVHB-Sl .S2 .S qui a ' ete construit par 
insertion du fragment Bgl II-Bgl II du gene S, obtenu 
a partir du pCPIO, dans un vecteur pBlueScript modifie* 
pour contenir des sites de clonage supplementaires 

10 dans la partie "polylinker" . Le fragment contenant le 
gene S a ete ensuite enleve par digestion KpnI-BssH II 
puis clone dans les sites correspondants du pcDNA 3 
(In vitrogen, Rad Systems Europe Ltd, Abingdon UK) 
afin d'obtenir le pCMVHB-Sl . S2 . S . Ce plasmide a ete 

15 depose sous le n° 1-1411 aupres de la CNCM. 

- le pCMVHB-S2.S qui a ete obtenu en eliminant 
la partie pre-Sl du gene HBS du pCMVHB-Sl . S2 . S par 
digestion KpnI/MstI, puis en liguant, apres traitement 
par de la nuclease SI, les deux extremites . 

20 Le pCMVHB-S2.S a ete depose aupres de la CNCM 

sous le n°I-1410. 

- le pHBV-Sl . S2 • S, depose aupres de la CNCM 
sous le n° 1-1409 , a ete obtenu par insertion du 
fragment Bgl II- Bgl II du gene S, obtenu a partir du 

25 pCPIO, dans un vecteur pBlueScript modifie pour 
contenir des sites supplementaires de clonage dans la 
partie "polylinker" , 

le pBS-SKT-Sl .S2 . S, code pour les trois 
proteines d'enveloppe S, S-preSj^ et S-preS 1 -preS 2 du 

30 virus HBV . 

La presente invention est en outre relative a 

des sequences nucleotidiques comprenant un promoteur 

homologue a 1 1 hote et une autre sequence de regulation 

pour 1' expression d'un gene ou d'un ADN complementaire 
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codant pour une des proteines citees ci-dessus. 

La presente invention a en outre pour objet un 
vaccin ou un medicament contenant au moins un vecteur, 
ou une sequence nucleotidique , tel que defini ci- 
5 dessus. 

Elle a de plus pour objet une composition 
capable d'induire une reponse cytotoxique constitute 
par au moins une sequence nucleotidique exprimee dans 
les cellules musculaires et comportant un promoteur 

10 tel que defini ci-dessus. 

Elle est encore relative a une composition 
pharmaceutique non lipidique destinee a 1 1 immunisation 
a rencontre d'une infection virale telle qu 1 une 
hepatite comprenant au moins d'une part une substance 

15 capable d'induire une necrose coagulatrice des fibres 
musculaires et d f autre part un vecteur tel que decrit 
ci-dessus ou comportant une des sequences 
nucleotidiques telles que decrites ci-dessus completes 
ou partielles. On entend par sequence partielle ou 

20 sequence codant pour au moins 6 acides amines • 

Avantageusement ladite substance est la 
bupivacaine . 

D'une maniere avantageuse, ladite composition 
est caracterisee en ce que le vecteur est administre 
25 dans le muscle de 1 ' individu a immuniser, au minimum 5 
jours apres 1 1 administration de la bupivacaine, et 
sensiblement au meme endroit. 

Une telle pre-administration de bupivacaine 
permet de maniere surprenante d'augmenter l'efficacite 
30 de 1 ' administration du vecteur ainsi que 
1 ' immunisation de 1 1 individu . 

Avantageusement, le vecteur est administre dix 
jours apres administration de la bupivacaine, et 
sensiblement au meme endroit dans le muscle de 
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1' individu. 

La presente composition peut en outre contenir 
des adjuvants compatibles et pharmaceutiquement 
acceptables . 

5 Une telle composition est pref erentiellement 

administree par injection intramusculaire . L' injection 
peut etre effectuee a 1 1 aide d'une seringue affectee a 
cet usage mais aussi a 1 1 aide d'un pistolet a jet 
liquide tel que celui decrit par FURTH et al. ( 1992, 
10 Anal. Biochem.205, 365-368). 

Les quantites de bupivacaine necessaires pour 
obtenir une degenerescence suffisante du tissu 
musculaire afin d' obtenir une immunisation optimale 
sont de 1 1 ordre de 0,10 mg a lOmg par dose de 
15 composition injectable. 

Les quantites de vecteurs a injecter afin 
d' obtenir une immunisation optimale de 1 1 individu a 
1 ' encontre d'une hepatite varient en fonction de la 
proteine codee par le gene porte par le vecteur. A 
20 titre indicatif, on injectera entre 0,1 et 1000 jug de 
vecteurs par individu. 

Les vecteurs pourront etre obtenus par les 
methodes connues de 1 ' homme du metier, en particulier 
par synthese ou par les methodes du genie genetique. 
25 De telles methodes sont celles decrites en 

particulier dans le manuel technique : 

Maniatis T . et al . 1982 - Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor - Ed. New York. 

La presente invention est illustree sans 
30 aucunement etre limitee par les exemples qui suivent 

dans lesquels : 

La figure 1 est une representation schematique 

du plasmide pRC/CMV-HBs. 

Les figures 2A a 2D sont des representations 
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schematiques respectivement des plasmides pCMVHB-S, 
pCMVHB-S2.S, pCMVHB-Sl.S2.S et pHBV-Sl.S2.S 

Les figures 3, 4 et 5 sont des cartes de 
restriction schematiques respectivement des plasmides 
5 pCMVHB-S2.S, pCMVHB-S 1 . S2 • S et pRSV-HBS • 

La figure 6 illustre la secretion de particules 
antigeniques HBs (HBs Ag) en ng/ml (en ordonnee) en 
fonction du nombre de jours ( en abscisse ) par des 
cellules portant les plasmides pCMVHB-S, pCMVHB- 
10 S1.S2.S, pHBV-Sl .S2 . S, pSVS ou pCMVHB-S2 . S 

Les figures 7A et 7B illustrent la mise en 
evidence sur certaines particules de la figure 6 des 
antigenes preS-j^ et PreS 2 par respectivement des 
anticorps anti-preS^ et anti-preS2. La formation des 
15 complexes anticorps-antigene est mise en evidence par 
la densite optique (en ordonnee), en fonction de la 
concentration en antigene. 

Les figures 8A a 8D representent les reponses 
anti-HBS (HBs Ab en ordonnee, exprimee en mUI/ml) et 
20 anti-preS2 (preS2 Ab en ordonnee, exprimee en D.O.) de 
souris vaccinees par respectivement le pCMVHB-S (8A), 
le pCMVHB-S2.S (8B), le pCMVHB-Sl . S2 • S (8C) et le 
pHBV-Sl .S2 .S (8D) . 

La figure 9 illustre la reponse anticorps, 
25 immunoglobulines Ig G et IgM ( titres en ordonnee), 
d'une souris vaccinee par le pCMVHB-S2.S en fonction 
du nombre de semaines (en abscisse) . 

Les figures 10A a 10C representent les reponses 
anti-groupe et anti-sous type ay induites par de l'ADN 
30 de pCMV-S (ADN) ou de 1' antigene HBS (prot), 
respectivement chez des souris B10 (10A), BIOS (10B) 
et B10M (10C) . 

Les figures 10D a 10F representent les reponses 
anti-groupe a induites par de l'ADN de pCMV-S (ADN) ou 
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de l'antigene HBS (prot) , respectivement chez des 
souris BIO (10D), BIOS (10E) et B10M (10F). 

La figure 11 represente une carte lineaire de 
restriction du plasmide pBS-SKT-Sl . S2 . S . 

5 EXEMPLE 1 : 

Induction d'anticorps a 1 1 e ncontre d'un 

antiaene de surface de 1 ' hep atite B par injection 

seauentielle de bupivacaine et d'un plasmi de portanf 
un gene codant pour l'antigene* 
10 1 ) Materiels et methode s 

1 . 1 Pretraitement par la bupivacaine. 
Toutes les experimentations ont ete effectuees 
sur les muscles du tibia anterieur ( TA) de souris 
C57BL/6J agees de 5 a 7 semaines. 
15 un cycle unique de degeneration et de 

regeneration des fibres musculaires est induit dans 
les muscles du tibia anterieur de souris non 
anesthesiees , par injection intramusculaire de 50 ^1 
de marcaine (bupivacaine 0,5 %, DMSO 1%) 
20 commercialisee par les Laboratoires Astra, France- La 
solution est injectee en utilisant une seringue a 
tuberculose et une aiguille inseree dans un manchon de 
polyethylene, afin de limiter la penetration a une 

profondeur de 2 mm. 

25 La marcaine etant un anesthesique , les 

injections dans les jambes droite et gauche sont 

espacees de 10 a 30 minutes afin d'eviter un 

surdosage . 

1.2. Preparation de l'ADN 
30 Le plasmide utilise a ete construit par clonage 

dans un vecteur pBluescript modifie du fragment de 
restriction Xho I-Bgl II du plasmide pCPIO qui 
contient le gene codant pour l'antigene de surface HBS 
et des sequences non traduites en amont et en aval 
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incluant le signal de poly-adenylation . 

Le gene S a ete ensuite recupere par digestion 
a l'aide des enzymes KpnI-BssHII et le fragment a ete 
clone dans le site du vecteur pRC/CMV commercialise 
5 par In Vitrogen. La construction plasmidique finale a 
ete appelee pCMV-HBS et a ete depose sous le n° 1-1370 
aupres de la CNCM. 

Ce plasmide est represents schematiquement sur 
la figure 1. Le promoteur CMV est situe entre le 
10 nucleotide 228 qui est le site de coupure de la Mlul 
et le nucleotide 896, qui est le site de coupure de la 
Kpnl . Le fragment d'ADN comprenant le gene de 
structure de 1 1 antigene HBs a ete clone entre les 
nucleotides 896 et 2852 ( site de la BssH III). 
15 Le gene HBs s 1 etend entre les nucleotides 911 

(site Xhol) et 2768 (site Bgl II). 

La sequence complete de ce plasmide est la 

sequence SEQ ID N°l. 

L'ADN plasmidique purifie a ete prepare par les 
20 methodes standard, redissous dans du tampon PBS et 
stocke a -20°C jusqu'a l'injection. 
1 . 3 Injection de l'ADN 

Un a cinq jours apres injection de la marcaine, 
on a injecte au meme endroit l'ADN, la souris etant 
25 anesthesiee a l'aide de pentobarbital de sodium 
(75mg/kg voie intraperitoneal ). 

La solution d'ADN qui contient 50 jug d'ADN 
plasmidique et 50 ^1 de tampon PBS a ete injectee a 
travers la peau dans les muscles en cours de 
30 regeneration du tibia anterieur par une injection 
unique intramusculaire . 

Des injections ont ete effectuees de maniere 
bilaterale, dans les deux pattes des souris, chaque 
animal recevant ainsi au total lOOjL/g d'ADN plasmidique 
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recombinant. Comme pour l f injection de la marcaine, on 
injecte la solution d'ADN en utilisant la seringue a 
tuberculose et 1' aiguille precedemment decrite. 

Dans chaque patte on a effectue une seule 
5 injection intramusculaire d'ADN. 

2 . Resultats 

Les resultats obtenus sont resumes dans le 
tableau I ci-apres • 

lis montrent de maniere tres claire que 
10 l 1 injection d'ADN apres traitement par la marcaine 
permet d f obtenir des taux importants d'anticorps 
seriques a rencontre de l'antigene de surface de 

1' hepatite B. 

Ces resultats sont surprenants, 1' analyse de 
15 1 ' etat de la technique ne permettant pas de supposer 

qu'un plasmide permettrait 1 1 induction d'anticorps- 

anti-HBs pouvant etre retrouves dans le serum et 

permettant ainsi une vaccination efficace. 

La facilite de mise en oeuvre de la vaccination 
20 par des plasmides, et le fait qu'il ne soit pas 

necessaire de faire des rappels, permet d'envisager 

une vaccination a grande echelle. 

EXEMPLE 2 : 

Comparaison de l'efficacite d' injection d'un 
25 plasmide en presence et en absence de lipides. 

Une dose de 10 jug d'ADN plasmidique du vecteur 
SV40-Lucif erase disponible dans le commerce' ("pGL2- 
Control Vector" de Promega, reference El 11) dans 50 
pi de solution physiologique est injectee dans un 
30 muscle pretraite avec du sucrose selon la methode de 
Davis et al . (Hum. Gene Ther. 4:151-159 (1993)). L'ADN 
injecte est prealablement melange avec des lipides 
tels que le dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) ou 
des melanges suivants : DOGS + spermidine, et DOGS + 
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polyethyleneglycol (PEG), L'activite de la luciferase 
est mesuree 5 jours apres 1' injection. 

Ces resultats figurent dans le tableau II ci- 

apres • 

5 lis montrent que la presence de lipides (DOGS) 

diminue de maniere tres importante l'efficacite 
d' injection du plasmide par rapport a une composition 
sans lipides (temoin) . 

10 EXEMPLE 3 : 

Comparaison des reponses de souris et de lapins a 
l'encontre de plasmides portant divers promoteurs et 
genes d'enveloppe du virus HBV. 

Quatre plasmides ont ete construits permettant 

15 1' expression de une, deux ou trois proteines 
d'enveloppe du virus HBV, Dans trois des constructions 
(pCMVHB-S, pCMVHB-S2.S, pCMVHB-S 1 . S2 . S ) les genes 
codant pour les proteines d'enveloppe du virus HBV 
sont places sous le controle transcriptionnel du 

20 promoteur des genes precoces du virus CMV ( figure 1, 
figure 2 A a 2C , figures 3 et 4). Le quatrieme 
plasmide (pHBV-Sl . S2 . S ) utilise comme element de 
controle transcriptionnel le promoteur des genes de 
surface du virus HBV contenu dans la region pre-Sl de 

25 ce virus (Cattaneo et al . ( 1983) Nature, 305, 336) 
(figure 2D), Dans les quatre constructions, le signal 
de polyadenylation utilise est contenu dans les 
sequences HBV presentes en 3 ' du gene S. 

1 . Controle in vitro de l'efficacite des 

3 0 vecteurs . 

Pour controler l'efficacite de ces vecteurs in 
vitro dans des cellules eucaryotes, des fibroblastes 
ou des myoblastes de souris ont ete transfectes. Un 
plasmide exprimant les trois proteines d'enveloppe 

35 sous controle du promoteur SV40 (pSVS) a ete utilise 
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comme controle (Michel et al . 1984, Proc . Natl. Acad. 
Sci. USA, 81, 7708-7712)). La figure 6 montre la 
cinetique de secretion des particules HBs dans les 
surnageants de culture. Les faibles taux d'antigene 
5 produits par trans feet ion du vecteur pCMVHB-Sl . S2 . S 
sont compatibles avec une forte synthese de la grande 
proteine d'enveloppe a partir du promoteur CMV. Cette 
proteine etant myristillee dans sa partie amino-" 
terminale, est retenue dans le reticulum endoplasmique 

10 (Ganem, (1991), Current Topics in Microbiology and 
Immunology, 168, 61-83). La retention dans la cellule 
de proteines portant des determinants pre-Sl a ete 
confirmee par immunofluorescence. 

La composition des particules secretees a ete 

15 analysees dans un systeme ELISA sandwich utilisant 
comme anticorps de capture un anticorps monoclonal de 
souris specifique des determinants pre-Sl ( figure 7A) 
ou pre-S2 (figure 7B) et comme second anticorps un 
serum polyclonal de lapin anti-HBs. Ces experiences 

20 montrent que les particules d 1 AgHBs produites a partir 
du vecteur pCMVHB-Sl . S2 . S portent des determinants 
pre-Sl et pre-S2 signant la presence de la grande et 
de la moyenne proteine d'enveloppe du virus HBV. Les 
particules secretees apres transfection du vecteur 

25 pCMVHB-S2.S et pHBV-Sl.S2.S portent, en plus des 
determinants Hbs , des determinants pre-S2 

caracteristiques de la proteine moyenne d'enveloppe. 
2 ) Inoculation de 1 1 ADN 

L'ADN purifie sur colonne Quiagen a ete injecte 

30 par voie intramusculaire en une seule injection de 
100A/g (50 jig/patte) dans le muscle anterieur du tibia 
de souris C57/BL6 (8 souris par groupe) . Cinq jours 
avant l 1 injection, le muscle a ete pretraite par la 
cardiotoxine afin d'induire une degeneration suivie 
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d'une regeneration des cellules musculaires favorisant 
ainsi la capture de 1 1 ADN par ces cellules. 

Des experiences d 1 injection de l'ADN ont ete 
egalement realisees chez le lapin. Dans ce cas 1 1 ADN 
5 pCMVHB-S a ete administre dans le muscle normal sans 
degeneration, soit au moyen d'un pistolet d 1 injection 
sans aiguille le Biojector R , soit au moyen de 
seringues conventionnelles munies d f aiguilles. 

3^ Reponses anti-HBs des souris vaccinees par 

10 1 1 ADN 

Une reponse anticorps anti-HBs est induite par 
une seule injection de l'un ou 1 1 autre des quatre 
plasmides utilises . 

La reponse anticorps a ete analysee au moyen de 

15 kit commerciaux de detection des anticorps anti-HBs 
(Monolisa anti-HBs, Diagnostic Pasteur). Les anticorps 
anti-preS2 sont detectes dans un systeme ELISA 
utilisant sur la phase solide un peptide de la region 
pre-S2 (AA 120-145) correspondant a 1 1 epitope B majeur 

20 porte par ce domaine (Neurath et al., (19 85), Nature, 
315, 154) . 

Les figures 8A a 8D montrent la cinetique de la 
reponse anti-HBs (HBs-Ab) exprimee en milli-unites 
internationales/ml et de la reponse anti-pre-S2 

25 (preS2Ab) mesuree en densite optique (492 nm) pour des 
serums dilues au 1/100. La revelation est effectuee a 
l'aide d'un anticorps anti-immunoglobuline (IgG) de 
souris marque a la peroxydase. 

L 1 injection du plasmide pCMVHB-S (figure 8A) 

30 induit une synthese constante des anticorps anti-HBs. 

La seroconversion est obtenue chez 100% des souris des 
une semaine apres 1 ! injection avec un taux moyen 
d'anticorps de 48 mUI/ml (de 12 a 84 mUI/ml, ecart- 
type (SD) =28), ce qui est 4 a 5 fois superieur au 
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seuil requis chez 1 1 homme pour conferer la protection 
( 10 mUI/ml) . 

La reponse induite par une seule injection du 
plasmide pCMVHB-S2.S (figure 8B) se caracterise par 
5 l 1 apparition tres precoce d f anticorps anti-HBs. Ces 
anticorps atteignent un taux moyen de 439 mUI/ml ( de 
104 a 835 mUI/ml; SD = 227) a une semaine puis 
diminuent pour reaugmenter et atteindre a 13 semaines 
le taux initial. La signification de ce pic 
10 d' anticorps sera discutee plus loin- Un pic 
d' anticorps IgG anti-pre-S2 est observe a deux 
semaines . 

L' apparition des anticorps anti-HBs induits par 
1' injection des plasmides pCMVHB-Sl . S2 . S ( figure 8C) 

15 et pHBV-Sl.S2.S ( figure 8D) est legerement retardee 
puisque les souris ne seroconvertissent a 100 % qu'a 
partir de deux semaines. Le profil de la 
seroconversion est identique, il est caracterise par 
une reponse initiale specif ique de l'antigene pre-S2 

20 suivie d 1 une reponse anti-HBs augmentant graduellement 
pour atteindre des taux de 488 mUI/ml ( de 91 a 1034 
mUI/ml; SD=552) (pCMVHB-Sl . S2 . S ) et 1725 mUI/ml (de 
143 a 6037 mUI/ml; SD=1808) ( pHBV-Sl . S2 . S ) a 13 
semaines. 

25 4^ Reponse anti-HBs des lapins vaccines par 

1 ; ADN . 

Les resultats presentes sur les tableaux III et 
IV montrent que les taux d' anticorps detectes a 8 
semaines chez les lapins immunises au Biojector sont 
30 signif icativement superieurs a ceux obtenus par 
injection de 1 1 ADN a 1 'aiguille. 

5 . Analyse qualitative de la reponse humorale. 

Des systemes ELISA portant sur la phase solide 
des antigenes HBs de compositions variees vis-a-vis 
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des determinants presentes et utilisant comme second 
anticorps des anticorps specif iques des IgM ou des IgG 
de souris ont permis d r analyser qualitativement la 
reponse anticorps obtenue . 
5 Dans tous les cas, 1' injection unique de l'ADN 

chez la souris se caracterise par 1' apparition precoce 
d'IgM specif iques de 1' AgHBs suivie immediatement par 
la conversion en anticorps d'isotypes IgG 
caracteristiques de la reponse memoire induite avec 

10 l f aide des cellules T auxiliaires. La reponse 
anticorps a 1' injection de l'ADN se caracterise par sa 
precocite. En effet, la seroconversion est obtenue 8 a 
15 jours apres 1' injection selon le type d*ADN utilise 
et dans tous les cas le plateau est atteint en quatre 

15 semaines et maintenu de fagon soutenue pendant 12 
semaines. 

L 'utilisation d'antigene HBs de sous type 
heterologue (ad) fixe sur les plaques ELISA permet de 
mettre en evidence la presence, dans le serum des 

20 souris immunisees, d' anticorps specif iques de groupe 
anti-a, et par difference de reactivite vis-a-vis 
d 1 AgHBs de meme sous-type (ay), d'anticorps 
specifiques de sous-type anti-y. La presence des 
anticorps specifiques des determinants de groupe de 

25 l 1 AgHBs est tres importante puisque ceux-ci sont 
capables de conferer la protection contre des virus de 
sous-type heterologues lors d'epreuves virulentes chez 
le chimpanze (Szmuness et al . (1982) N. Engl. J. Med. 
307, 1481-1486) . 

30 L 1 analyse de la reponse induite par le vecteur 

pCMV-S2.S montre que celle-ci presente une remarquable 
similitude avec celle que 1 1 on peut observer chez 
l'homme au cours de 1' infection. Elle est caracterisee 
par un pic d f IgM specifiques de la region pre-S2 
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extremement precoce (8 jours) immediatement suivi par 
une conversion en IgG anti-pre-S2 ( figure 9). Cette 
reponse est suivie par 1' apparition des anticorps 
anti-HBs IgM puis IgG. La production des anticorps 
5 anti-HBs est constante et atteint un maximum a 4 
semaines. A 13 semaines des IgG anti-HBs et anti-pre- 
S2 persistent a un niveau constant. 

La reponse anti-sous-type (y) precede la 
reponse anti-groupe (a) de la meme maniere que cela a 
10 ete decrit lors de la vaccination avec le vaccin 
recombinant (Tron et al . , (1989) (J. Infect. Dis.160, 
199-204) . 

La reponse obtenue avec les trois autres ADN 
vaccin montre la commutation de classe IgM ^IgG 

15 caracteristique de la reponse secondaire. La reponse 
etant d'abord dirigee contre le sous-type avant de 
l'etre contre les determinants de groupe de 1'AgHBs. 

La reponse a long terme, etudiee pour 1 1 ADN 
pCMVHB-S, montre que le pic d' anticorps est atteint en 

20 3 mois et que ceux-ci persistent a taux egal 6 mois 
plus tard (Tableau V) . 

6 ) Vaccin genetigue et non reponse 
Un probleme majeur de la vaccination contre 
1' hepatite B reste le nombre eleve de non-repondeurs a 

25 la vaccination classique (2,5 a 5%) . La non reponse 
chez l'homme a pu etre correlee a certains types HLA 
(Krustall et al., (1992) J. Exp. Med. 175, 495-502) et 
a un defaut de la presentation de I'antigene ou de la 
stimulation des cellules T auxiliaires. 

30 Pour etudier 1 1 impact possible de la 

vaccination genetique sur la non reponse a 1'AgHBs , 
un panel de souches de souris dont la reponse aux 
differentes proteines d'enveloppe du virus HBV est 
regulee genetiquement et a ete bien caracterisee par 
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Millich et Coll. ( 1986 J. Immunol. 137, 315) a ete 
utilise. La construction pCMVHB-S precedemment decrite 
a ete injectee dans les muscles des souris B10(H- 
2 b )B10.S (H-2 S ) et B10.M (H-2 f ). 
5 La souche BIO repond aux trois proteines 

d'enveloppe du virus, la souche B10.S ne repond pas a 
l 1 AgHBs mais la non-reponse peut etre contoumee par 
immunisation avec des antigenes HBsAg portant des 
determinants pre-S2. La souche B10M est totalement non 
10 repondeuse a I'antigene HBs et a l'antigene pre-S2 . 

Une reponse dans cette souche a pu etre obtenue par 
immunisation avec des AgHBs portant des determinants 
pre-Sl . 

Les souris immunisees par 1 1 ADN ont regu une 
15 seule injection (100 juq) dans le muscle en 
regeneration. Les souris temoins ont regu la proteine 
en deux injections intraperitoneales a un mois 
d 1 intervalle, la premiere de 2 vq AgHBs adjuve en 
adjuvant complet de Freund (CFA) et la seconde de 2 uq 
20 AgHBs adjuve en adjuvant incomplet de Freund (IFA). 

Les resultats obtenus avec 1 1 ADN pCMVHB-S sont 
illustres par les figures 10A a 10F. 

Dans la souche B10 (bonne repondeuse) la 
reponse induite par 1 1 ADN est plus precoce que la 
25 reponse induite par la proteine apres une seule 
injection. 

Dans la souche BIOS ( non repondeuse a 
1 1 AgHBs en 1' absence de pre-S2) on observe 
1" apparition d'anticorps anti-HBs specif iques de sous- 
30 type puis specifiques de groupe apres immunisation par 
1 1 ADN pCMVHB-S. Des anticorps anti-HBs specifiques de 
groupe ne sont obtenus chez les souris immunisees avec 
la proteine HBs qu 1 apres la 2eme injection. 

Dans la souche B10M ( non repondeuse a 
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1'AgHBs en 1* absence de pre-Sl) 1 1 immunisation par 
1 1 ADN permet d'obtenir une reponse anti-HBs specif ique 
de groupe et de sous-type alors que la proteine induit 
une reponse de sous-type seulement et necessite deux 

5 injections. 

La reponse induite par les trois types de 
vecteurs est comparee dans les trois souches de 

souris . 
CONCLUSION 

10 II est generalement admis que la reponse 

humorale a l'antigene HBs est suffisante a elle seule 
pour conferer la protection. La presence d f anticorps 
diriges contre d'autres determinants (pre-Sl et pre- 
S2) portes par les proteines d'enveloppe du virus, 

15 eux-memes protecteurs, pourrait ameliorer la qualite 
de cette reponse. L 1 ensemble des experiences 
rapportees ici montre que la reponse humorale induite 
par la vaccination genetique anti-hepatite B est dans 
plusieurs domaines superieure a celle qui peut etre 

20 obtenue par la vaccination classique. 

En termes de taux de seroconversion: le taux de 
100% est obtenu des 8 jours pour les souris immunisees 
avec les ADN pCMV-HBs et pCMVHB-S2.S et cela apres une 
seule injection. 

25 En termes de niveau de reponse: le seuil.de 10 

mUI/ML considere suffisant chez 1 ' homme pour conferer 
la protection est tou jours largement depasse. 

En termes de precocite de la reponse: le 
vecteur pCMVHB-S2 . S permet d'obtenir en 8 jours un 

30 niveau tres eleve d'anticorps anti-pre-S2 et 1 1 on sait 
que ceux-ci sont capables, a eux seuls, de conferer la 
protection ( Itoh et al . , (1986) Proc . Natl. Acad. Sci. 
USA 83, 9174-9178) . 

En termes de persistance de la reponse: les 
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anticorps anti-HBs persistent a un niveau eleve 
pendant plus de 6 mois. 

En, termes de qualite de la reponse: les 
anticorps obtenus sont de type IgG caracteristiques 
5 d'une reponse dependante de cellules T auxiliaires et 
done d'une reponse memoire. 

En termes d'activite anti-virale : les anticorps 
sont specifiques du sous-type viral mais surtout 
specifiques de groupe et done susceptibles de conferer 
10 une protection croisee. 

En termes de signification biologique: le 
profil de la reponse obtenue par immunisation avec 
pCMVHB-S2.S mime completement celui que 1 1 on peut 
observer, chez l'homme, lors d'une infection virale 
15 resolue. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENE RALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT PASTEUR 

(B) RUE: 28, rue du Docteur Roux 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75724 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: Vecteur nucleotidique, 
composition le contenant et vaccin pour 1 1 immunisation 
a l'encontre d'une hepatite 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version 
#1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 5618 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: circulaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: pRCCMV-HBS 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



GACGGATCGG 


GAGATCTCCC 


GATCCCCTAT 


GGTCGACTCT 


40 


CAGTACAATC 


TGCTCTGATG 


CCGCATAGTT 


AAGCCAGTAT 


80 


CTGCTCCCTG 


CTTGTGTGTT 


GGAGGTCGCT 


GAGTAGTGCG 


120 


CGAGCAAAAT 


TTAAGCTACA 


ACAAGGCAAG 


GCTTGACCGA 


160 


CAATTGCATG 


AAGAATCTGC 


TTAGGGTTAG 


GCGTTTTGCG 


200 


CTGCTTCGCG 


ATGTACGGGC 


CAGATATACG 


CGTTGACATT 


240 
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GATTATTGAC 


TAGTTATTAA 


TAGTAATCAA 


TTACGGGGTC 


AB AB AB» 

280 


ATTAGTTCAT 


AGCCCATATA 


TGGAGTTCCG 


CGTTACATAA 


AM. AB 

320 


CTTACGGTAA 


ATGGCCCGCC 


TGGCTGACCG 


CCCAACGACC 


360 


CCCGCCCATT 


GACGTCAATA 


ATGACGTATG 


MMB MMB AM AB* AM) <B AM ml ABA •'•■1 

TTCCCATAGT 


400 


AACGCCAATA 


GGGACTTTCC 


iM, MMM MMM AMA ml ARM AMM MMM AM Ml 

ATTGACGTCA 


MM MM AM AM AM MM AH AM MX AM 

ATGGGTGGAC 


440 


TATTTACGGT 


MM MM Mt AM AM MM MM AM AM ML 

AAACTGCCCA 


Ag MM fMj AM AMM AMM MM AM MMM M. 

CTTGGCAGTA 


CATCAAGTGT 


4 80 


ATCATATGCC 


MB Ml MH MM AM AM AM AM AM 

AAGTACGCCC 


A"** M AMM ML MMM AM AM Ml AM AM 

CCTATTGACG 


TCAATGACGG 


r- o r\ 

52 0 


TAAATGGCCC 


GCCTGGCATT 


MM MM AM AM AM AM MM AM AM ML 

ATGCCCAGTA 


^1 "% r*f "t #^ * T* AM MM MM M. 

CATGACCTTA 


560 


TGGGACTTTC 


— ^^^^h ^MM AMM ^Btf APMJ ^M 

CTACTTGGCA 


AN ■ ■ ■ MM AM MM MMMt AM AAM MM M 

GTACATCTAC 


AM ■■ ■ M ML AM MM AM MM -BJ MM 

GTATTAGTCA 


600 


TCGCTATTAC 


CATGGTGATG 


AA- AM AMM MM] AM AM MMM AM AM AM 

CGGTTTTGGC 


Ml AM MM mm AM mm AAM AMM MM m 

AGTACATCAA 


640 


TGGGCGTGGA 


TAGCGGTTTG 


ACTCACGGGG 


_ MBJ flMBM MM AM AM ML MB AM MM 

ATTTCCAAGT 


680 


CTCCACCCCA 


TTGACGTCAA 


TGGGAGTTTG 


TTTTGGCACC 


MM AM A-k 

720 


AAAATCAACG 


GGACTTTCCA 


AAATGTCGTA 


ACAACTCCGC 


MM A» Aw 

760 


CCCATTGACG 


CAAATGGGCG 


GTAGGCGTGT 


ACGGTGGGAG 


800 


GTCTATATAA 


GCAGAGCTCT 


CTGGCTAACT 


AGAGAACCCA 


840 


CTGCTTAACT 


GGCTTATCGA 


A ATT A AT AC G 


ACTCACTATA 


880 


GGGAGACCCA 


AGCTTGGTAC 


CGGGCCCCCC 


CTCGAGGATT 


920 


GGGGACCCTG 


CGCTGAACAT 


GGAGAACATC 


ACATCAGGAT 


960 


TCCTAGGACC 


CCTTCTCGTG 


TTACAGGCGG 


GGTTTTTCTT 


1000 


GTTGACAAGA 


ATCCTCACAA 


TACCGCAGAG 


^^^K -^B* MM MB ^Ml ^M AM AMM AM AMI 

TCTAGACTCG 


A A*V >■ 

1040 


TGGTGGACTT 


— ■ Abb MB ^Ml ^B ^B |MH| ABM PM 

CTCTCAATTT 


MMB AM MMM Ml AM AM AM AM AM Mk 

TCTAGGGGGA 


T* AMB MM b ABB am AM mm 1 AM All 

ACTACCGTGT 


*i a n r\ 

1080 


GTCTTGGCCA 


Mi Ml mm mm] MM AM ABM ^ ™» 4 Vk 

AAATTCGCAG 


mm 1 AM AM A»-M| AM <M M, AM A— M 1 V 1 

TCCCCAACCT 


CCAATCACTC 


112 0 


ACCAACCTCT 


■ II AM* MM AM AM MM AM jAMJ Ml Ml 

TGTCCTCCAA 


CTTGTCCTGG 


TTATCGCTGG 


1 1 D U 


^m m^mbi a^m m^hm MM AMM MMM ^MM AM» 

ATGTGTCTGC 


GGCGTTTTAT 


CATCTTCCTC 


TTCATCCTGC 


i o n n 
lz U U 


^^^h a^b daw ^M MAMS. Am MBjrH 

TGCTATGCCT 


AM ML MM. AM MM. AMM AM MM Af 

CATCTTCTTG 


TTGGTTCTTC 


TGGACTATCA 


lz 4 u 


•ta AMM M MMM* MJ_ PV1 _■ IB MM MM AMI 

AGGTATGTTG 


AMB AM AM AM P P « ■■ t 1 A - ** J"™! 

CCCGTTTGTC 


nrnnmn tv mm /— i /~i 

CTCTAATTCC 


AGGATCCTCA 


1 O Q f\ 

1 z o U 


_ i _ — mm AM A« MB AIM AMMM Ml 

ACAACCAGCA 


AM AM AM T* J 1- 1 Tfc m /"I 

CGGGACCATG 


CCGGACCTGC 


ATGACTACTGj 


1 J 6 U 


AM «W AM M. % AM AH Ah ML AMB 

CTCAAGGAAC 


CTCTATGTAT 


/—i /—i rn /"i /~i m mm 

CCCTCCTGTT 


GCTGTACCAA 


1 jDU 


ACCTTCGGAC 


GGAAATTGCA 


CCTGTATTCC 


CATCCCATCA 


1400 


TCCTGGGCTT 


TCGGAAAATT 


CCTATGGGAG 


TGGGCCTCAG 


1440 


CCCGTTTCTC 


CTGGCTCAGT 


TTACTAGTGC 


CATTTGTTCA 


1480 


GTGGTTCGTA 


GGGCTTTCCC 


CCACTGTTTG 


GCTTTCAGTT 


1520 


ATATGGATGA 


TGTGGTATTG 


GGGGCCAAGT 


CTGTACAGCA 


1560 


TCTTGAGTCC 


CTTTTTACCG 


CTGTTACCAA 


TTTTCTTTTG 


1600 


TCTTTGGGTA 


TACATTTAAA 


CCCTAACAAA 


ACAAAGAGAT 


1640 



WO 95/11307 



PCT/FR94/00483 



30 



Vjuuu X x nL x \-> 


TrTAAATTTT 


ATGGGTTATG 


TCATTGGATG 

-L. * * ^ ^ w VJ * * «*» %J 


1680 

V-' \J 


mm 7\ mpppmpp 
1 Inl UUU -L LL 


X X \j L v_* r\ r\Jr\ U 


AAPAPATrAT 


ACAAAAAATC 


1720 

JL / V/ 


7\ A 7\ P A A TPTT 
AAA Li AA lull 


rnm a p A A A A PT 


TrPTATTAAr 
J. LL inl X rvrlv_ 


AnnrrTATTG 

nuuuL lni lu 


1760 


7v rnm r~i a a a pm 

ATTGGAAAGx 


A 1 u 1 L AAL u A 




mmmmp pprprpT 
1111 UUO 111 


1 ROD 

X o u u 


f*i ^» m /"I /-"i « f~\ m 

TGCTGCCCCT 


mmm a p a p a a rn 

TTT AC AC AA 1 


PfUPprPTi a mP" P" 
blbbl 1 Ailwb- 


mpp PTTP A TP. 
1 brb-br X X \j±\ 1 br 


i ft a n 

104U 


CCTTTGTATG 


ri tv rnr"* m a mrpp a 

CATG1A I I LA 


a mp 1 m a apprp 
AlLi AAbiO Abr 


PPTTTP A P TT 
bL 111 LAL 1 1 


i ft ft n 

1 o o u 


TCTCGCCAAC 


mm 7\ a apppp 
TTALAAGGLL 


rnrn rn p rnp 1 rp/^rn a 


AAPAATAPr'T 
jrir\\— . jrvrt. X jHL-Vw X 




GAAC CTTTAC 


LLLbl luLLL 


PPP A A H HC^CH 
br bj L. AA bi bj o 


A PPTPTPTP,P 
nuu ILlul UL 


1 Q fi 0 

1 5 o u 


/-i 7v 7v rrnni in i if rip 

CAAGTGTTTG 


PmPAPPP A A P 1 

L 1 brALuL AAL 


hchh a p Trump 


X uuuuL X X UVjr 


9 00 0 

X. V/ \J \J 


TCATGGGCCA 


1 L AuLuL A 1 Lj 


pprppp a A PPT 1 
b« br ± bbrlnb b. X 


mmmppppmpp 
111 LuuL 1 Lw 


2 04 0 


TCTGCCGATC 


PAHlAPrPPPPP 

CA 1 AL 1 uLuu 


A APTPPTAPP 
AAL 1 b.b. 1 iHbib, 


ppp TTPTTTT 
LuL 1 lul 1 1 1 


20R0 

^ u o u 


GCTCGCAGCA 


/rrnr" 1 mpp A PP 1 
GGTC 1 uuAuL 


A A A P A HPT 1 A TP 
AAALA1 1A1L 


PPP APTP- AT A 
uuunL X un 1 r\ 


9 19 0 

Z 1ZU 


ACTCTGTTGT 


pnm a mp> p i p*p , P' 

CCTATCCCGC 


A A ATATAPAT 

AAA 1 A X ALA x 


PPTTTPP ATP^ 
Lux 1 ILLnlu 


Zi 1 o u 


GCTGCTAGGC 


TGTGCTGCCA 


Tv pmpp a rnp p*m 

ACx GGA JL C-C 1 


uLuLuuuALu 


9 9 n n 


TCCTTTGTTT 


ACGTCCCGTC 


pppn mp a a m 
GGCGCTGAAI 


LL1 uLuuALu 


9 9 a n 

Z Z *t VJ 


ACCCTTCTCG 


GGGTCGCTTG 


pp a pmpmp'mp* 
GGAC Xblbib 


pmpp p PTTPT 
blLLLLl 1L1 


9 9 ft n 


CCGTCTGCCG 


mmp'P , P*AP*P 1 P , A 
TTCCGAUCbxA 


L. b. AL Vjbrvjbib. b» 


P APPTPTPTT 
LALL 1L1L1 1 


9 19 0 
Z J z> u 


TACGCGGACT 


P 1 P , P 1 P 1 P , mp»m/-im 


PPPTTPTP AT 


L X uLLuunUL 


Z J U vy 


pmprnnp a P 1 mm 

GIGlbLAL 1 1 


p» pipimmpt Apprp 


PTP.P ApnTPr^ 


p ATl^^Af^A^ , ^ , 

v^il X uununuu 


2400 


tv f~i /~» r~* rn p 7\ A P P 
ACCGTGAALb 


P , P 1 P 1 7AP , P 1 A A ST 


A TT PPPP A AP_ 
rax X uuL V— nnu 


prpp TT A C A T A 

U X V_ X X r\ jtI X jtV 


2440 


■tv r~» t\ pr p a p rn p rn 
AGAGbAL 1U1 


mpp aPTPTP A 


pp A ATP,TP A A 




2480 


rnp i AP ,, p''P , ATAP 
1 uAuuL A 1 AL 


mm pi A A APAPrp 


prnmrppmmm A A 
ul 1 lul 1 1 r\r\ 


AHAPTGGGAG 

AUriv, x uuunu 


2 52 0 


u Au 1 1 uuuuu 


AnnAHATTAn 


rjTTAAAnnTP 

Ul X r\T\r\\j\j X V— 


TTTGTACTAG 

XXX VJ X fiv JL fiU 


2560 

im yjr V/ 


rarrPT pt a p 

u Auub. lul r\u 


r^r ATAAATTR 


pmpmpppp a p 
or x w x Uuuunu 


CAGCACCATG 


2600 

■M \f \r 


P A Aprprprnmrpr' 


ArrTPTGCCT 


AATCATCTCT 

jm in. x Vw. ii x w» x > — x 


TGTTCATGTC 


2640 


X r\L- 1 o 1 l^n 


ARPCTCCAAG 


CTGTGCCTTG 

V»» JL >»J JL %J ^* JL JL VJ 


GGTGGCTTTG 


2680 




ATCGACCCTT 


ATAAAGAATT 

4* -1» ****** ^J* ** * JU ^ 


TGGAGCTACT 


2720 


U X U U<tt. U X X 


TCTCGTTTTT 

X W X «w JL X JL J. O. 


GCCTTCTGAC 


TTCTTTCCTT 


2760 


H /^m TV ^"1 /"I TV /T TV 

CAGTACGAGA 


rnr~» itipppp a p^p 1 

TCTGGCCACjG 


ATP 1 P 1 AP , TAPT 
A 1 Ut-Ab. 1 Abl X 


TPT A P A PP PP 
1L1 AuAuLuu 


9 ft n n 


ccgccaccgc 


GGTGGAGCTC 


CAGCTTTTGT 


TCCCTTTAGT 


2840 


gagggttaat 


TGCGCGCATG 


CCCGACGGCG 


AGGATCTCGT 


2880 


C GTG AC C CAT 


GGCGATGCCT 


GCTTGCCGAA 


TATCATGGTG 


2920 


GAAAATGGCC 


GCTTTTCTGG 


ATTCATCGAC 


TGTGGCCGGC 


2960 


TGGGTGTGGC 


GGACCGCTAT 


CAGGACATAG 


CGTTGGCTAC 


3000 


CC GTG AT ATT 


GCTGAAGAGC 


TTGGCGGCGA 


ATGGGCTGAC 


3040 
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CGCTTCCTCG 


TGCTTTACGG 


TATCGCCGCT 


CCCGATTCGC 


MJ M. Mk M. 

3080 


AGCGCATCGC 


CTTCTATCGC 


CTTCTTGACG 


AGTTCTTCTG 


3120 


AGCGGGACTC 


TGGGGTTCGA 


AATG AC C G AC 


CAAGCGACGC 


3160 


CCAACCTGCC 


ATCACGAGAT 


TTCGATTCCA 


^M MB M^ *— * ^1 f f 1 111 

CCGCCGCCTT 


^ ^\ s\ 
3200 


CTATGAAAGG 


TTGGGCTTCG 


GAATCGTTTT 


CCGGGACGCC 


3240 


jtj __ - _ mm M M J'l *jk mvm Tfc. 

GGCTGGATGA 


TCCTCCAGCG 


CGGGGATCTC 


A X GC X CjCjACj X 


J Z O U 


■ mm mm m*m m ,^mm ^mi y-- « *m 

TCTTCGCCCA 


CCCCAACTTG 




/-t mm a m a AT , /** , r^ 
LlJ.nl X 


J J Z U 


MM MM M- MA MV « MM "MV m 

TTACAAATAA 


TV *-t TV TV m 7V f~* 7V 

AGCAATAGCA 


TCACAAAI I I 


p]\PR A A T> A A A 
LnLnAA X AAA 


7 *^ n 


GCATTTTTTT 


CACTGCATTC 


m tv m m rn 


mmr^nnr^ a a a r 1 
X X Va X LLAnAL 


•3/1 nn 


MM* MM M MM .MM <M « MM jl» ■ ■ ■ 1 

TCATCAATGT 


-ft MM MM PR MM «jh MM MM « Pf 1 ! 

ATCTTATCAT 


GTCTGGATCC 


f~\ r**mr~* a pprnp 
CGTCbALL X u 


"3 a a n 


GAGAGCTTGG 


MV MM> MMJ V *M ^P^i MM p^M 

CGTAATCATG 


GTCATAGCTG 


TTTCCTGTGT 


*a /i o n 


GAAATTGTTA 


TCCGCTCACA 


ATTCCACACA 


tv /^"t tv r'l \ tv /™t tv 

ACATACGAGC 


*5 C O A 

3520 


CGGAAGCATA 


AAGTGTAAAG 


CCTGGGGTGC 


MM M <m FA M< M. MM fft M 

CTAATGAGTG 


3560 


AGCTAACTCA 


CATTAATTGC 


GTTGCGCTCA 


Ml MM M Ml ^MJ iMJ ^MM MTMl M) MJM 

CTGCCCGCTT 


3600 


TCCAGTCGGG 


AAACCTGTCG 


TGCCAGCTGC 


ATTAATGAAT 


Mj, y*» >■ 

3640 


C GGCC AACGC 


GCGGGGAGAG 


GCGGTTTGCG 


TATTGGGCGC 


3680 


TCTTCCGCTT 


CCTCGCTCAC 


TGACTCGCTG 


CGCTCGGTCG 


M* MW M, Ml 

3720 


TTCGGCTGCG 


GCGAGCGGTA 


TCAGCTCACT 


CAAAGGCGGT 


M MM M 

3760 


AATACGGTTA 


TCCACAGAAT 


CAGGGGATAA 


CGCAGGAAAG 


3800 


AACATGTGAG 


CAAAAGGCCA 


GCAAAAGGCC 


MM Ml Ml ^B^a MJM «fc 

AGGAACCGTA 


MJ M M Mm 

3840 


AAAAGGCCGC 


GTTGCTGGCG 


TTTTTCCATA 


GGCTCCGCCC 


3880 


CCCTGACGAG 


MM WW ^"M ^ M «h MM M_ « 

CATCACAAAA 


ATCGACGCTC 


tv tv /— t m /~« tv tv 

AAGTCAGAGG 


o y 2 u 


^a.— j«Mi m*V w ^M a| ^4 

TGGCGAAACC 


CGACAGGACT 


TV m TV TV TV TV m 7A /""• 

ATAAAGATAC 


CAGGCG 111L 


j? Oil 


CCCCTGGAAG 


CTCCCTCGTG 


CGCTCl C-C 1 Cj 


TTurycTT* fiPPPT 1 

X X LLuALLL X 


a n n n 
*t u u u 


GCCGCTTACC 


r~\ 7\ rn 7\ p* pi rn p 1 m 

GGATACC 1 G 1 


/-i /-I /-^ /-i rnrpm m 


n p r 1 r n r P p nnrz a 


a n d n 

** U *± \J 


AGCGTGGCGC 


mm m p^ rn P 1 7A a m P 1 
TTTL 1 LAA 1 G 


U X LALuL Ibl 


A PPT 1 A TP TP A 


A n R 0 


GTTCGGTGTA 


GGXUG1 X L.Gv~ 


X LLnAbL X Vjvj 




*± X Ml U 


CGAACCCCCC 


/rnmp* 7\ r^r* r* t** 
GTTCAGCCCG 




L.X IAILLuVjI 


*t X O VJ 


AACTATCGTC 


TTGAGTCCAA 


CCCGGTAAGA 


_j — ■ «m />■ mmm m. Mm MM MM m_ MM 

CACGACTTAT 


4200 


CGCCACTGGC 


AGCAGCCACT 


GGTAACAGGA 


TTAGCAGAGC 


4240 


GAGGTATGTA 


GGCGGTGCTA 


CAGAGTTCTT 


GAAGTGGTGG 


4280 


CCTAACTACG 


GCTACACTAG 


AAGGACAGTA 


TTTGGTATCT 


4320 


GCGCTCTGCT 


GAAGCCAGTT 


ACCTTCGGAA 


AAAGAGTTGG 


4360 


TAGCTCTTGA 


TCCGGCAAAC 


AAACCACCGC 


TGGTAGCGGT 


4400 


GGTTTTTTTG 


TTTGCAAGCA 


GCAGATTACG 


CGCAGAAAAA 


4440 
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AGAAGATCCT 


TTGATCTTTT 


CTACGGGGTC 


4480 


*vrz A P CZC TP A n 


TGGAAPGAAA 


ACTCACGTTA 


AGGGATTTTG 


4520 


Lj 1 Ln 1 bnbH 1 


rn a rnp a a a a a r* 


OA X Vw. X X UAU v_ 


TAGATCCTTT 

x risjii x v— • w x x j. 


4560 

X „/ V^ V/ 


m a 7\ "A rnrn A A A A 
TAAA1 1AAAA 


A 1 VjAAb 1111 


a a ATP A ATPT 


AAAGTATATA 

nnno x r\ x « x n 


4600 

T Www 


m f~* 7\ p* m t\ a A p^ m 

TGAGTAAAC T 


rnrprnprnn a P 1 a 
1 LjVj 1 C 1 uALA 


Lj X XALLriAi Lr 


PTTA ATPAGT 


4640 

~ W i VJ 


p - * a p**p^ p 1 a p* p*» m a 
GAGGCALLI A 


1 C 1 C ALj-OVjA 1 


r* t 1 nnf n t 1 a r r r r t 

LlulLlnJ. X x 


PGTTPATPPA 


4680 
~ \j \j \j 


TAG1 x. LjCC x Lj 


a p^rpp^ppipp^rpp"! 


mnfJTAnATAA 


PTACGATACG 

v>— x x& v— vjn x nv- vj 


4720 


GGAGGGCTTA 


L-CA 1 L- 1 LiLjLU 


LLriu X LsL. X VjVw 


A ATGATAPCG 


4760 


CGAGACCCAC 


piprnp 1 a r** r~* 
GC1 C ACCLjLjC 


rrip PAPA mmm a 
XL»L-ALjAX 1 in 


TP AHP A AT A A 


4 800 

T U \J V/ 


ACCAGCCAGC 


/-^ tv a p~* p** r~* r~* p - " 
CGGAAGGGCC 


Lr A Lj U La L- ALj AA 


P.T CZCZ T P P T P 
Lj X LjLj X L.L. X wv^ 


4 R4 0 

T! U T W 


AACTTTATCC 


/—i /~i m p* /"*• a m p* 1 P" 1 

GCCTCCATCC 


APrnnrpTA mm a A 
ALi 1 L- 1 A 1 1 AA 


TTPTTP.pprzn 

X X Lj X X\jL.L-.LjLj 


4 R R 0 

*T o o w 


GAAGCTAGAG 


m a a nrriTi pi rnrn p- 1 

TAAGTAGTTC 


ppp A pmm A A rn 
LjCCALjI 1AA1 


a r'T'TTP.PrZP A 
ALjX X XLrL-LrL-A 


4 Q 2 0 
*x z. yj 


ACGTTGTTGC 


/"■i tv fnmnn m tv /™t a 

CATTGCTACA 


GGCATLblGG 


mpmp Appprpp 
X LjI L-AL-vjL- X L. 


a q n 

*r i7 D VJ 


GTCGTTTGGT 


ATGGCTTCAT 


mp a p^ nmp p» p^ p 
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RE VE ND I CAT I QNS 

1. Vecteur nucleotidique comprenant au moins : 

- un gene ou un ADN complementaire codant pour 
au moins une partie d'une proteine d'un virus, et 
5 - un promoteur permettant 1' expression de ce 

gene dans des cellules musculaires . 

2. Vecteur selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le virus est celui d'une* 
hepatite . 

10 3. Vecteur selon 1 1 une des revendications 1 et 

2, caracterise en ce qu'il ne se replique pas dans les 
cellules . 

4. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 

3, caracterise en ce que le gene code pour au moins 
15 une partie d'une proteine du virus de 1' hepatite B. 

5. Vecteur selon la revendication 4, 
caracterise en ce que la proteine est la proteine S,S- 
preS 2 ou S-preS 2 -PreS 1 . 

6. Vecteur selon la revendication 4, 
20 caracterise en ce que le gene est le gene S. 

7. Vecteur selon 1 1 une des revendications 1 a 
3, caracterise en ce que le virus est celui d'une 
hepatite A ou d'une hepatite non-A, non-B, telle 
qu'une hepatite C , E ou delta. 

25 8. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 

7, caracterise en ce que ledit promoteur est le 
promoteur du cytomegalovirus . 

9. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 6 
et 8, caracterise en ce qu'il est le plasmide pCMV-HBS 

30 depose sous le n° 1-1370 aupres de la CNCM le 21 

Octobre 1993. 

10. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 
6 et 8 , caracterise en ce qu'il est le plasmide 
pCMVHB-Sl . S2 . S depose aupres de la CNCM sous le n°I- 
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1411. 

11. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 
6 et 8 , caracterise en ce qu'il est le plasmide 
pCMVHB-S2.S depose aupres de la CNCM sous le n° 1-1410. 
5 12, Vecteur selon l'une des revendications 1 a 

6 , caracterise en ce qu'il est le plasmide pRSV-HBS 
depose sous le N 8 1-1371 aupres de la CNCM le 21 
Octobre 1993. 

13. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 
10 7, caracterise en ce que ledit promoteur est celui des 

genes de surface du virus HBV. 

14. Vecteur selon la revendication 13, 
caracterise en ce qu'il est le plasmide pHBV-Sl.S2.S 
depose aupres de la CNCM sous le n° 1-1409. 

15 15. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 

7 , caracterise en ce qu'il comprend un promoteur 
interne . 

16. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 
6, caracterise en ce qu'il comprend un promoteur d'un 

20 gene d'une proteine du cytosquelette . 

17. Vecteur selon la revendication 16, 
caracterise en ce qu'il comprend le promoteur de la 
desmine . 

18. Vecteur selon l'une des revendications 16 et 
25 17, caracterise en ce que le promoteur est homologue a 

l'hote auquel doit etre administre le vecteur. 

19. Vecteur selon l'une des revendications 1 et 
3 , caracterise en ce qu'il comprend des genes codant 
au moins en partie pour la proteine gpl60 du virus 

30 HIV1 associee a la proteine p25, et/ou a la proteine 
p55, et/ou a la proteine pl8. 

20. Vecteur selon l'une des revendications 1 et 
3 , caracterise en ce qu'il comprend au moins un gene 
codant pour la proteine Rev du virus HIV1 . 
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21. Sequence nucleotidique comprenant un 
promoteur homologue a 1 ' hote et une autre sequence de 
regulation pour 1' expression d"un gene ou d'un ADN 
complementaire codant pour S, S-preS 2 ou S-preSj- 

5 preS 2 • 

22. Sequence nucleotidique comprenant un 
promoteur homologue a 1 1 hote et une autre sequence de 
regulation pour l f expression d 1 un gene ou d'un ADN 
complementaire codant pour la proteine gpl60 associee 

10 a p25 et/ou a p55 et/ou a pl8. 

23. Sequence nucleotidique comprenant un 
promoteur homologue a 1 1 hote et une autre sequence de 
regulation pour 1' expression d'un gene ou d'un ADN 
complementaire codant pour la proteine Rev. 

15 24. Vaccin, caracterise en ce qu'il contient au 

moins un vecteur selon l'une des revendications 1 a 20 
ou une sequence nucleotidique selon l'une des 
revendications 21 a 23. 

25. Composition capable d'induire une reponse 
20 cytotoxique constitute par au moins une sequence 

nucleotidique exprimee dans les cellules musculaires 
et comportant un promoteur tel que defini dans l'une 
des revendications 15 a 18. 

26. Composition pharmaceutique non lipidique 
25 destinee a 1 ' immunisation a rencontre d'une infection 

virale telle qu'une hepatite comprenant au moins d'une 
part une substance capable d'induire une necrose 
coagulatrice des fibres musculaires et d'autre part un 
vecteur selon l'une des revendications 1 a 20 ou 
30 comportant la sequence nucleotidique complete ou 
partielle selon l'une des revendications 21 a 23. 

27. Composition selon la revendication 26, 
caracterisee en ce que ladite substance est la 
bupivacaine. 
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28. Composition selon la revendication 27, 
caracterisee en ce que ledit vecteur est administre 
dans le muscle de 1 1 individu a immuniser, au minimum 
cinq jours apres administration de la bupivacaine, 
5 sensiblement au meme endroit. 

29- Composition selon la revendication 28, 
caracterisee en ce que le vecteur est administre dix 
jours apres administration de la bupivacaine. 

30. Composition selon 1 1 une des revendications 
10 26 a 29, caracterisee en ce que 1 ' administration est 

effectuee par injection intramusculaire . 

31. Composition selon la revendication 30, 
caracterisee en ce que I 1 injection intramusculaire est 
effectuee a 1 1 aide d 1 un pistolet a jet liquide. 

15 
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TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



2 0 JUIN 1994 



FORMULE INTERNATIONALE 



DESTINATAIRE : 



~1 



INSTITUT PASTEUR 
Bureau des Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
delivre en vertu de la regie 7.1 par 
1' AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiee au bas de cette page 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



I. IDENTIFICATION DU MICRO-ORGANISME 


Reference d ' identification donnee par le 
DEPOSANT : 

pHBV-S1.S2.S 


Numero d'ordre attribue par 

1' AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

1-1409 



II. DESCRIPTION SCIENTIFIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSEE 



Le micro-organisme identifie sous chiffre I etait accompagne : 



□ 



d'une description scientif ique 



d'une designation taxonomique proposee 



(Cocher ce qui convient) 



III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presente autorite de depot internationale accepte le micro-organisme identifie sous 
chiffre I, qu'elle a recu le 22 aVTil 1994 (date du depot initial) 1 



IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 



La presente autorite de dgpot internationale a recu le micro-organisme identifie sous 
chiffre I le (date du depot initial) 

et a recu une requete en conversion du depot initial en depot conforme au Traite de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Norn : 


CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Mlcroorganismes 




Signature(s) de la (des) personne(s) 

competente ( s ) pour representer l'autorite 

de depot internationale ou de l'(des) 

employe (s) autorise(s) : Mme Y. CERISIER 

Directeur Administratif de fa CNCM 


Adresse 


INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 




Date : Paris, le 17 mai 1994 


1 En cas 


d ' application de la regie 6.4.d), 


cette 


date est la date k laquelle le statut 


d* autorite de depot internationale a ete 


acquis 


• 
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2 o juin \m 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



[~DE 



DESTINATAIRE : 

Madame D. BERNEMAN 
Bureau des Brevets et Inventions 
INSTITUT PASTEUR 
28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



DECLARATION SUR LA VIAB1LITE, 
delivree en vertu de la regie 10.2 par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiee a la page suivante 



NOM ET ADRESSE DE LA P ARTIE 
[ A LAQUELLE LA DECLARATION SUR LA j 
I VIABILITE EST DELIVREE I 



I. 



DEPOSANT 



II. IDENTIFICATION DU MICR0-0RGAN1SME 



Nom : 



Adresse 



INSTITUT PASTEUR 



Bureau des Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



Numero d'ordre attribue par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

1-1409 

Date du depot ou du transfert * : 

22 avril 1994 



III. DECLARATION SUR LA VIABILITE 



La viabilite du micro-organisme identifie sous chiffre II a ete controlee 
le 25 3VriI "1994 2 " ^ cette date, le micro-organisme 



□ 



etait viable 



n'etait plus viable 



1 Indiquer la date du depot initial ou, si un nouveau depot ou un transfert ont 6te 
effectues, la plus recente des dates pertinentes (date du nouveau depot ou date du transfert) 

2 Dans les cas vises a la regie 10.2.a)ii) et iii) , mentionner le controle de viabilite 
le plus recent. 



3 Cocher la case qui convient. 
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IV. CONDITIONS DANS LESQUELLES LE CONTROLE DE VIABILITE A ETE EFFECTUE 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Norn : 



Adresse : 



CNCM 



Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 



Signature(s) de la (des) personne(s) 
competente(s) P our representer l'autorite 
de depot internat ionale ou de l'(des) 
employe(s) autorise(s) : 

Yvanne CERISIER Georges WAGENER 

Directeur administrate de la CNCM Conseiller Scientlfique de la CNCM 

pou/ies souches bacteriennes 

I v- 



Date 



Paris, ie 17 mai 1994 



A A remplir si cette information a ete demandee et si les resultats du controle etaient 
negatifs . 
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TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX PINS DE LA PROCEDURE EN MAT I ERE DE BREVETS 



2 0 JUiN iSS^r 



FORMULE INTERNATIONALE 



[~DE 



DESTINATAIRE 



INSTITUT PASTEUR 
Bureau des Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
dSlivre en vertu de la regie 7.1 par 
1> AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiee au bas de cette page 




NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



_i 



1. 



IDENTIFICATION DU MICRO-ORGANISME 



Reference d ' ident if ication donnee par le 
DEPOSANT : 



pCMVHB-S2.S 



Numero d'ordre attribue par 

1* AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



I - 1410 



II. DESCRIPTION SCIENTIFIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSEE 



Le micro-organisme identifie sous chiffre I etait accompagne : 



□ 



□ 



d'une description scientifique 



d'une designation taxonomique proposee 



(Cocher ce qui convient) 



III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presente autorite de depot internationale accepts le micro-organisme identifie sous 
chiffre 1, qu'elle a recu le 22 dVril 1994 (date du depot initial) 1 



IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 



La presente autorite de depot internationale a recu le micro-organisme identifie sous 
chiffre 1 le (date du depot initial) 

et a recu une requete en conversion du depot initial en depot conforme au Traite de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 



V. 



AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Norn : 



CNCM 



Adresse : 



Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signature(s) de la (des) personne(s) 
competente ( s ) pour representer l'autorite 
de depot Internationale ou de l'(des) 

employe (s) autorise(s) : Mme Y. CERISIER 

Directeur Administratif de la CNCM 




Date : Paris, le 17 mai 1 



1 En cas d 1 application de la regie 6.4.d), cette date est la date a laquelle le statut 
d'autorite de depot internationale a ete acquis. 
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TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MAT I ERE DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



2 0 JUIN 1994 



| DE 



DESTINATA1RE 



Madame D. BERNEMAN 
Bureau des Brevets et Inventions 
INSTITUT PASTEUR 
28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



DECLARATION SUR LA VIABILITE, 
delivree en vertu de la regie 10.2 par 
1'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiee a la page suivante 



NOM ET ADRESSE DE LA PART IE 

LA LAQUELLE LA DECLARATION SUR LA I 
V1ABILITE EST DELIVREE 1 



I. 



DEPOSANT 



Nom : 



Adresse 



INSTITUT PASTEUR 



Bureau des Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



II. IDENTIFICATION DU MICRO-ORGANISME 



NumSro d'ordre attribu6 par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



1-1410 

Date du depot ou du transfert 

22 avril 1 994 



i . 



III. DECLARATION SUR LA VIABILITE 



La viabilite du micro-organisme identifie sous chiffre II a ete controlee 



le 



□ 



□ 



25 avril 1994 



2. A cette date, le micro-organisme 



etait viable 



n'etait plus viable 



1 Indiquer la date du depot initial ou, si un nouveau depot ou un transfert ont ete 
effectues, la plus recente des dates pertinentes (date du nouveau depot ou date du transfert) 

2 Dans les cas vises a la regie 10.2.a)ii) et iii) , mentionner le controle de viabilite 
le plus recent. 



3 Cocher la case qui convient 
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A 

IV. CONDITIONS DANS LESQUELLES LE CONTROLE DE VIABILITE A ETE EFFECTUE 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Nom 



Adresse : 



CNCM 



Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 



Signature ( s ) de la (des) personne(s) 
competente ( s ) pour representer l'autorite 
de depot Internationale ou de l'(des) 
employe(s ) autorise(s) : 



Yvanne CERISIER 

Directeur administratif de la CNCM 



Georges WAGENER 

Conselller Scientifique de ia CNCM 
pour les souches bacteriennes 




Date 



Paris, le 17 mai 1994 



A A remplir si cette information a ete demandee et si les resultats du controle 6taient 
negatif s . 



Formule BP/9 (deuxieme et derniere page) 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MAT I ERE DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



DEST1NATAIRE 



n 



INSTITUT PASTEUR 
Bureau des Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
delivre en vertu de la regie 7.1 par 
1' AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiee au bas de cette page 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



I. IDENTIFICATION DU MICRO-ORGANISME 


Reference d * identif ication donnee par le 
DEPOSANT : 

pCMVHB-S1 -S2.S 


Numero d'ordre attribue par 

1' AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

I - 1411 



II. DESCRIPTION SCIENTIFIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSEE 



Le micro-organisme identifie sous chiffre I etait accompagne 



□ 



□ 



d'une description scientifique 



d'une designation taxonomique proposee 



(Cocher ce qui convient) 



III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presente autorite de depot internationale accepts le micro-organisme identifie sous 
chiffre I, qu'elle a recu le 22 aVTil 1994 (date du depot initial) 1 



IV. • RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 



La presente autorite de depot internationale a recu le micro-organisme identifie sous 
chiffre x le (date du depot initial) 

et a re?u une requete en conversion du depot initial en depot conforme au Traite de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 



V. 



AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Norn : 



Adres*se 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 

INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signature(s) de la (des) personne(s) 
competente ( s ) pour representer l'autorite 
de depot internationale ou de 1' (des) 

employe (s) autorise(s) : Mme Y. CERISIER 

Directeur Administratif de ia CNCM 



Date 




Paris, le 17 mai 1994 



1 En cas d' application de la regie 6.4.d), cette date est la date a laquelle le statut 
d' autorite de depot internationale a ete acquis. 



Formule BP/4 (page unique) 



2 0 mu im 



TRA1TE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MAT I ERE DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



|~DE 



DESTINATAIRE : 

Madame D. BERNEMAN 
Bureau des Brevets et Inventions 
INSTITUT PASTEUR 
28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



DECLARATION SUR LA VIABILITE, 
delivree en vertu de la regie 10.2 par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiee a la page suivante 



NOM ET ADRESSE DE LA P ARTIE 

LA LAQUELLE LA DECLARATION SUR LA 
VIABIL1TE EST DELIVREE 



_J 



I. 



DEPOSANT 



II. IDENTIFICATION DU MICRO -ORGAN IS ME 



Nom : 



Adresse : 



INSTITUT PASTEUR 



Bureau des Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



Numero d'ordre attribue par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

1-1411 

Date du depot on du transfert * : 

22 avril 1994 



III. DECLARATION SUR LA VIABILITE 



La viabilite du micro-organisme identifie sous chiffre II a ete controlee 
le gg 3Vfj| 1994 2 * A cette date » le micro-organisme 



□ 



etait viable 



n'etait plus viable 



1 Indiquer la date du depot initial ou , si un nouveau depot ou un transfert ont ete 
effectues, la plus recente des dates pertinentes (date du nouveau depot ou date du transfert). 

2 Dans les cas vises a la regie 10.2.a)ii) et iii) , mentionner le controle de viabilite 
le plus recent. 



3 Cocher la case qui convient 



lormule BP/9 (premiere page) 



IV. CONDITIONS DANS LESQUELLES LE CONTROLE DE VIABILITE A ETE EFFECTUE 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Nom : 



Adresse 



CNCM 



Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 



Signature ( s ) de la (des) personne(s) 
competente ( s ) pour representer l'autorite 
de depot Internationale ou de l*(des) 
employe (s) autorise(s) : 



Yvanne CERISIER 

Directeur administratif de la CNCM 



Georges WAGENER 

Conseiller Scientifique de la CNCM 
pour les'Souches bacteriennes 



Date 



Paris, le 17 mai 1994' 




A A remplir si cette information a ete demandee et si les resultats du controle etaient 
negatif s . 



Formule BP/9 (deuxieme et derniere page) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inte* jnal Application No 

PCT/FR 94/00483 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , ^ , „ _ ,„ ^ ,., w ^ /or . 

IPC 6 C12N15/85 A61K48/00 A61K39/12 A61K39/29 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



x 

Y 



WO, A, 93 09236 (BAYLOR COLLEGE OF MEDICINE) 
13 May 1993 

see page 12, line 13 - line 15; claims 
6,38-43 



PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA., 

vol.90, 1993, WASHINGTON US 

pages 4156 - 4160 

WANG ET AL. 

cited in the application 
see the whole document 

-/~ 



1,3,8, 

24,25 

2,4-7, 

13,16, 

17, 

19-23, 
26-31 

19,20, 
22,23, 
26-30 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members arc listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

*A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

*V document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



*T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand die principle or theory underlying the 
invention 

'X' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y a document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 



&" document member of me same patent family 




Date of the actual completion of the international search 

2 August 1994 

Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patendaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+ 31-70) 340-3016 



Form PCT/1SA/210 (tecond iheet) (July 1992) 



Date of mailing of the 



j 9 -OS- 1939 



Authorized officer 



Gurdjian, D 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intt. ^onal Application No 

PCT/FR 94/00483 



C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



SCIENCES ET AVENIR, September 1993, FR 
pages 22 - 25 
P . CHAMBON 

cited in the application 
see the whole document 

DEVELOPMENT, 

vol.117, no. 3, March 1993, CAMBRIDGE GB 
pages 947 - 959 

LI Z ET AL 'DESMIN SEQUENCE ELEMENTS 
REGULATING SKELETAL MUSCLE-SPECIFIC 
EXPRESSION IN TRANSGENIC MICE 1 
see the whole document 

WO, A, 88 06185 (SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH 

FOUNDATION) 25 August 1988 

see page 18, line 1 - line 6; claims 22-31 

WO, A, 92 06212 (SMITHKLINE BEECHAM CORP.) 
16 April 1992 
see claims 17-19 

WO, A, 93 17111 (THE WELLCOME FOUNDATION 
LTD.) 2 September 1993 
see claims 1-15 

US, A, 4 592 742 (SERGIO LANDAU) 3 June 1986 
see the whole document 



16,17 



2,4-6, 
13 1 2 1 



20,23 



31 



Form PCT/IS A/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Intern al Application No 

PCT/FR 94/00483 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


W0-A-9309236 


13-05-93 


US-A- 
AU-A- 
CA-A- 
PT-A- 


5298422 
3124693 
2122617 
101042 


^y-uo-y* 
07-06-93 
13-05-93 
28-02-94 


WO-A-8806185 


25-08-88 


AU-A- 
EP-A- 
ZA-A- 


1391888 
0301083 
8800970 


14-09-88 

oi-uz-oy 

10-08-88 


WO-A-9206212 


16-04-92 


EP-A- 


0502179 


09-09-92 


W0-A-9317111 


02-09-93 


AU-B- 


3572593 


13-09-93 


US-A-4592742 


03-06-86 


N0NE 







Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1993) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dcm. , Internationale No 

PCT/FR 94/00483 



A. CLASS EMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/85 A61K48/00 A61K39/12 A61K39/29 



Scion la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois scion la classification rationale ct la CIB 

B. DQMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimal e consultee (systeme de classification suivi des symbol es de classement) 

CIB 6 C12N A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimal c dans la mesure ou ces documents relevcnt des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si ccla est realisable, 
utilises) 



tames de recherche 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



Identification des documents cites, avec, le cas ccheant, I'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



x 

Y 



WO, A, 93 09236 (BAYLOR COLLEGE OF MEDICINE) 
13 Mai 1993 

voir page 12, ligne 13 - ligne 15; 
revendications 6,38-43 



PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA., 

vol.90, 1993, WASHINGTON US 

pages 4156 - 4160 

WANG ET AL. 

cite dans la demande 

voir le document en en tier 

-/— 



1,3,8, 

24,25 

2,4-7, 

13,16, 

17, 

19-23, 
26-31 

19,20, 
22,23, 
26-30 



j jjj j Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



m 



Les documents de families de brevets sont 



* Categories speciales de documents cites: 

* A* document definissant l'etat general de la technique, non 

consxdere comme particulierement pertinent 

*E* document an ten cur, mais public a la date de depot international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O* document se rcferant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

*P* document public avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



*T" document ulterieur public apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a l'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de r invention 

•X' document particulierement pertinent; l'invention revendiquee nc peut 
Ctre consideree comme nouvelle ou comme impli quant une acttvite 
inventive par rapport au document consider* isolement 

"Y" document particulierement pertinent; l'invention revendiquee 
ne peut Ctre consideree comme imp U quant une activite inventive 
lorsque le document est assoae a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison ctant cvidente 
pour une personne du metier 

'&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche international e a etc effectivement achevee 

2 Aout 1994 

Nom et adresse postal c de V administration chargee de la recherche intemationalc 

Office Europeen des Brevets, P.B. 581 8 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Date d'expedition du present rapport de recherche Internationale 

1 9 -08- 1994 



Fonctionnaire autorise 



Gurdjian, D 



Formulaire PCT,/ISA/210 (deuxiimc feuUte) (jui"«t 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dem x Internationale No 

PCT/FR 94/00483 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric ° Identification des documents cites, avcc, Ie cas echeant, l'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



SCIENCES ET AVENIR, Septembre 1993, FR 
pages 22 - 25 
P . CHAMBON 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

DEVELOPMENT, 

vol.117, no. 3, Mars 1993, CAMBRIDGE GB 
pages 947 - 959 

LI Z ET AL 'DESMIN SEQUENCE ELEMENTS 
REGULATING SKELETAL MUSCLE-SPECIFIC 
EXPRESSION IN TRANSGENIC MICE' 
voir le document en entier 

WO, A, 88 06185 (SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH 
FOUNDATION) 25 Aoiit 1988 
voir page 18, ligne 1 - ligne 6; 
revendications 22-31 

WO, A, 92 06212 (SMITHKLINE BEECHAM CORP.) 

16 Avril 1992 

voir revendications 17-19 

WO, A, 93 17111 (THE WELLCOME FOUNDATION 
LTD.) 2 Septembre 1993 
voir revendications 1-15 

US, A, 4 592 742 (SERGIO LANDAU) 3 Juin 1986 
voir le document en entier 



16,17 



2,4-6, 
13,21 



20,23 



31 



Formulaire PCT/IS A/210 (suite de la deuxieme feuUle) (juilltt 1993) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rcnseignements relatifs aux mcmbrcs de families de brevets 



Denu Internationale No 

PCT/FR 94/00483 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevets) 



Date de 
publication 



WO-A-9309236 


13-05-93 


US-A- 
AU-A- 
CA-A- 
PT-A- 


5298422 
3124693 
2122617 
101042 


29-03-94 
07-06-93 
13-05-93 
28-02-94 


WO-A-8806185 


25-08-88 


AU-A- 
EP-A- 
ZA-A- 


1391888 
0301083 
8800970 


14-09-88 
01-02-89 
10-08-88 


W0-A-9206212 


16-04-92 


EP-A- 


0502179 


09-09-92 


W0-A-93171H 


02-09-93 


AU-B- 


3572593 


13-09-93 


US-A-4592742 


03-06-86 


AUCUN 







Formuliire PCT/IS A/210 (annexe families de brevet*) (juillet 1992) 



